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Mittel fur die Herstellung biologischer Teile mit einera Wirkstofikomplex 
und fiir diesen geeigneten Tragermaterialien 



' Die Erfindung betrifft ein Mittel fur die zumindest teilweise Herstellung oder Wie- 
derherstelliing von biologischen Teilen, insbesondere von Organen fur Lebewesen, 

20 das unter anderero eineu Wirkstofikomplex aufweist, mit den folgenden, voneinan- 
der unterschicdlichen and auf das jeweils herzustellende biologische Teil spezifisch 
abgestimmten Komponenten in Form mindestens einer Strukturkomponente axif 
der Basis yon auf die Zellen des jeweils herzustellenden biologischen Teils spezi- 
fisch abgestimmtem extrazellul&rem Material, mindestens einer Reknrtierungskom- 

25 ponente, mindestens einer Adhasion skomponente und mindestens einer Wachs- 
turns- und/oder Maturationskomponente. 

Im Stand der Technik ist bereits ein Wirkstofikomplex fur die Herstellung von 
biologischen Teilen, insbesondere von Organen fur Lebewesen, mit den genannten 
30 Komponenten bekannt Bei diesem bekannten Wirkstofikomplex kann die Struk- 
turkomponente beispielsweise aus verschiedenen Collagenen, Elastin oder Proteo- 
giycanen bestehen. Als Rekrutierungskomponente fur diesen Wirkstofikomplex 
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sind insbesondere Chemotaktica zu nennen, beispielswcise Peptide, wie N-F-Met- 
Leu-Phe- und/oder beispielsweise Metabolite der AxarchidonsSure, wie Leukotrie- 
ne. Die Aufgabe der Adhasionskomponente konnen EiweiBkdrper vom Typ des 
FIbronectins oder Laminins, aber auch Zell-Adhasions-Molekule, wie L-CAM, N- 

5 CAM und Matrix-Adh^ions-Molekiile, wie Cytotactin, Tenastin, Collagen Typ 

c 

TV> V 7 VII, synthetische Peptide und Transmembrane Verbindungsproteine, wie 
Integrin, erfullen. Die zunftchst genannten Beispiele fur Adhasionskoxnponenten, 
Fibronectin und Laminin, sind fur die Zwecke des hier erlSuterten Wiricstoffkom- 
plexes in den Bereich der Matrix- Adhtaicms-Molekule etnzuordnen Als wratere 
10 Komponente weist der genatmte Wirkstoffkoraplex mindestens eine Wachstums- 
und/oder Maturatiooskomponente au£ vorzugsweise in Form ernes oder mehrerer 
Cytokine. Beispiele fur solche Cytokine sind bei der Herstellung von Blut die Ko~ 
lonie-stimulierenden Faktoren, bei der Herstellung von Bindegewebe der Fibrobla- 
sten Wachstumsfaktor, bei der Herstellung von Haut der epidennale Wachstums- 



fjj 15 faktor, bei -der Herstellung von Knorpel der Knorpel induziereode Faktor, bei der 
Herstellung der Milz oder der Lymphknoten der Lymphocyten aktivierende Faktor 
sowie MQzpeptide, fur die Herstellung von Thymus der T-Zellen Wachstumsfektor 
% sowie Thymuspeptide, fur die Herstellung von Knochen der Knochen- Wachstums- 

fU faktor sowie der transformierende Wachstumsfaktor, fiir die Herstellung von Blut- 

h q 20 gefaBen der Angiogenese-Faktor. Fenier finden noch die folgenden Cytokine Ver- 
iy wendung: Interleukine, Insulin-ahnliche Wachstumsfaktoreu, der Tumor-Nekrose- 

Faktor, Prostaglandin, Leukotriene, transformierende Wachstumsfaktoren, von 
Thrombocyten abstammender Wachstumsfaktor, Interferone sowie von Endothel- 

zellen abstanunender Wachstumsfaktor. 

V. 

25 )'■ 

i 

Naheres fiber diesen Wirkstoflkomplex ist aus dem deutschen Patent DE 39 36 

568.9 zu entnehmen, dessen OSenbarungsgehalt hier ausdriicklicb einbezogen 

b 

wird, 

30 Utn fur die; Herstellung oder Wiederherstellung von biologischen Teilen verwendet 
werden zu konnen, muB dieser Wirkstofikomplex hochstrein vorliegen Die Her- 
stellung dieses Wirkstofikomplexes ist daher sowohl zeitintensiv als auch kostspie- 

'.ri 



■t 
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lig. Urn z.fjB. Knochendefekte tnittels dieses Wirkstofikomplexes wieder mit Kno- 
ll 

chen aufzufullen, bedarf es einer den gesamten Knochendefekt ausfuUeudeu Menge 
des Wirkstofikomplexes Es ist daher nachteilig, daD der Wirkstofikomplex zwar 
hochstwirksam, seine Anwendung jedoch sehrteuer ist. 

i 

Wenn groQere Knochendefekte auszuffillen sind, muB das eingebrachte Implantat, 
bestehend aus dem Wirkstoffkomplex auBerdem eine ausreichende Eigenfestigkeit 
haben, um\durch die umgebenden Weichgewebe nicht komprimiert zu werdeiL Der 
WirkstoSkomplex hat nach seiner Herstellung zun&chst eine watteaitige Konsi- 
10 stenz. £r muB daher fur die genannte Anwendung entweder komprimiert werden, 
was zu einer hdheren mechanischen Festigkeit, aber auch zu einem hohen Materi- 

O alverbraucn fiihrt, oder es muB ein ausreichend stabiles Trdgennaterial zusammen 

\? 

wit dem Wirkstoffkomplex eingesetzt werden. Die Kombination ones Tragermate- 
rials mit dem Wirkstoffkomplex ist jedoch keinesfalls unproblematiscK Nach den 



y3 

li 

h\ 15 bisher zur Verfligung stehenden Erkenntnissen uber den Wirkstoffkomplex und 



seine komplexe Wirkungsweise ist zumindest eine Beeintrftchtigung der BQdung 
oder Wiederherstellung des jeweiligen zu behandelnden biologischen Teils, z. B. 
der knocheraen Regeneration, zu beftrchten. Auch die Gefahr einer gewebe- 
toxischen Reaktion wurde vermutet 
20 AuBerdem sind Anwendungen des Wirkstofikomplexes bei Krankheiten oder De- 
fekten bisher nicht mdglich, bei denen das aus dem Wirkstoffkomplex bestehende 
Implantat so hohen mechanischen Belastungen ausgesetzt wird, daB auch die me- 
chardsche Festigkeit eines komprimierten Materials nicht ausreichen kann. 



25 Davon ausgehend lag der vorhegenden Erfindung daher die Aufgabe zugrunde, ein 
kostengunstigeres Mtttel bereitzustellen, mit wetchem zugleich eine hohe mechani- 
sche Festigkeit erreicht wird 

J' . 

Gefost wird diese Aufgabe durch ein Mittel, bei dem ein Tr&ger mit dem genannten 
30 Wirkstoffkiimplex beschichtet ist oder den Wirkstoffkomplex aufweist. 

} 

"9 
*\ 

i 
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Die Losung der Aufgabe lag schon deshalb nicht nahe, weO es, wie bereits eriau- 
tert, durchaus problematisch ist, eine Kombinaticm des Wirkstofikomplexes mit 
einem Trafjfer, mit dem der Wirkstoflkoroplex bcschichiet ist oder den er aufweist, 
vorzusebenl weil dann die Einheilung des Wirkstoffkomplexes, beispielsweise in 
5 den Knochendefekt gestOrt aein oder zumindest durch mogliche Tmtm inr eaktionen 
komplizieit werden kdnnte 

'I 

An mogliche Tragermaterialien werden bestimmte Anforderungen gesteflt. Es kon- 
nen grundsfttzUch als Tragermaterialien solche verwendet werden, die fonnbar sind 

it 

10 und zxmxmdest zu Beginn eine gewUnschte Form- und Dimensionsstabilitat aufwei- 
sen, wobei sich nach der Implantterung im Organismus ein kontrollierter Fonu^ und 

HMrteverlust ergeben kana Fiir bestimmte Anwendungen miissen sie auflerdem 

'I 

komplett rlsorbierbar sein und grundsatzlicb duifen sie nur eine geringe Toxiritat 
aufwei sen Dies gilt nicht nur fiir das Tragermaterial selbst, sondem audi fiir des- 
15 sen Abbauprodukte Dabei ist unter dem Begrifif der Toxizitat nicht nur ein akute 
toxische Gewebereaktion zu verstehen, sondern es miissen auch subakute Wirkun- 
gen, wie z?B. karzinogene und immunologische Effekte einbezogen werden. 
Der erfindungsgemaB mit dem Wirkstoflkomplex kombimerte Trager kann aus 
polymeren,' keramischen, metallischen oder nichtmetallischen Tragermaterialien 
20 bestehen. iBet den polymeren Tragermaterialien kommen insbesondexe Polymere 
0 aus naturlichen Monomeren, wie Polyaminosauren (Polylysin), Polyglutaminsfiure, 

etc.) und Polymere der Milchsaure in Betracht. Es konnen auch Copotymere z. B. 
aus PoIymUchs&ure und Hydroxyessigsaure verwendet werden. 

i 

Polylaktate sind Polyester der Milchsaure mit der chemischen Fonnel: 

i 

| H (-0- CH- ^-)» OH 

| CH, O 

I 

•* , 

l! 

30 Bei der direkten Polymerisation der Monomere ergeben sich Polymere mit relativ 
niedrigen $lolekulargewichten. Die obere Grenze liegt etwa bei 20000 Da. Hohere 
Molekulargewichte konnen durch die Verknupfung zyklischer Dimere bei hober 

It' 

i 
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Temperatur, geringem Druck und in Gegenwart von Katalysatoren entstehen. Die 
MBchsdurepolymere sind bioabbaubar, biokotnpatibel, wasserunJOslich und zeich- 
nen sich dutch eine groCe Festigkeit aus. 



1 



Des wetteren konnen verschiedene Collagene als Tragennaterial verwendet wer- 
den Hierbei sind insbesondere die Collagene vom Typ I, IV, V, VII zu neimen 

)) 

Die Collagene kftnnen beispielsweise in Form von Vliesen oder Gelen dngesetzt 

1 

werden una weisen insbesondere eine an sich gute immunologische Vertraglichkeh 
in Verbindung wit einer problemlosen Verarbeitung auf. 

Unter den! keramischen Tr&germaterialien sind insbesondere CHaskeraxrriken zu 
nennen, insbesondere Calchimphosphatkeraxniken, Aluminiumoxidkeramiken und 
Hydxoxylapatitkeramiken. 



Z\ 15 Die Cakaumphosphatkeramiken basieren auf dem System CaO/P 2 05 Auf der Basis 
ti- dieses Systems existieren fiinf verschiedene binare Verbindungen. Dabei haben sich 

Tricalciuniphosphat (TCP) und Tetracalciumphosphat fur die Zwecke der vorlie- 
Q genden Erfindung als ein geeignetes Tragennaterial erwiesen 

^ 20 TCP wild durch Presseu und anschlieDendes Sintern der Ausgangsmaterialien 
Q Calchimoxid (CaO) und Diphosphoipentoxid (P2O5) hergestellt Alternate kann es 

auch in einem Arbeitsschritt durch HeiBpressen hergestellt werden. Aus TCP her- 

1 

gestellte Tragermaterialien konnen in Form von Platten oder Scheiben und als Gra- 



nulal eingesetzt werden. 



Tetracaldiimphosphat wird ahnlich wie TCP in zwei Schritten hergestellt, indem 
zunachst die Ausgangsstoffe auf Kristallgitterabstande von 5 bis 10 hot verdichtet 
und die Masse dann bei 1 100 bis 1S00°C gebrannt wird, 

30 Hydroxylapatit wird durch keramisches Brennen von Pentacalciumbydroxid- 
Triphosphatpulver bei 1250°C gewonnen, Auflerdem kann zur Herstellung einer 
Hydroxylapatitkeramik auch ein naturliches Material herangezogen werden, wie 



% 
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das carboolatische Skelett der Rotalge Dabei werden nach einem Wasch- und 

I 

Trockrrungsvorgang zungchst die organischen Bestandteile durch Pyrolyse bei ei- 
ner Temperatur von etwa 700°C entfernt Dann erfolgt die Umsetzung zu 

Hydroxylapatit unter Hinzuftigung von Fhosphatlosung bei erhdhtem Druck und 

f' 

erhdhter Temperatur. 

I 
t; 

Bei einem weiteren Herstellungsverfahren einer Hydroxylapatitkeramik, ausgehend 
von dem narturlichen Skelett von Koralien, wird das Calciuracarbonat der Korallen 
durch hydrotermale Umwandlung in Hydroxylapatit oder eine Miscbung aus 
Hydroxylapatit und weiteren mineralischen Strukturen umgewandelt Bei dem 50 
entstehenden Material bleibt die koratltne Struktur, d. h. insbesondere das inter- 
konnektierende Porensystem der Koralle, erhalten. 

! 

Aluminiumbxidkeramiken, die polykristallin aufgebaut sind, enthahen zu etwa 99,7 

I 

% Aluminiumoxid sowie geringe Anteile an Magnesiumoxid und/oder Zirkonoxid. 

\\ 

Sie werden nach Vorverdichtung unter bohem Druck bei Temperaturen von etwa 
1500 bis 1800°C zu einem Festkorper gesiirtert. Fur die Zwecke der vorliegenden 
Erfindung wurden mikroporose Ahiminiumoxidkeramiken verwendet Auch mono- 
kristalline Fonnen (Sapbire) kbnnen zur Anwendung kommen. 

I. 

Als weiter|s konnen sogenannte ionische Polymere als Trftgermaterialien verwen- 
det werden, fur die die Bezeichnung "Ionoroer" gebrauchlich ist und die im folgen* 

den auch bier verwendet wird. Dabei ist z. B, Ionomerzement zu nennen, der durch 

ft 

Reaktion von Glaspulver mit einer Polyalkensiure entstebt In einer Abwandlung 
kann dem ; Glaspulver zusatzlich Calciumcarbonat als Schaurabildner zugesetzt 
werden. B^i der Reaktion des Glaspulvers und des zugesetzt en Caldumcaibonats 
mit der Polyalkensaure wird CO z freigesetzt, was die PorositSt bewirkt 

Ionomerzement ist grundsMzlich ein Zweikomponentensystem und entstebt durch 

f> 

die Reaktion eines Glaspulvers (Calcium*,Aluininiurn-,Fluor-,Silikflt-Glas) mit einer 
Polyalkensaure (hoch-molekulares Miscbpolymerisat aus Maleinsaure und Acryl- 
saure). Der Ablauf der zementbildenden Reaktion wird durch Einwirkung der Po- 
lyalkens&ure auf die basischen Glasparrikel in Gang gesetzt Hierbei dient Wasser 
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als Reaktionsmedium. Neben der Polyalkensaure besteht die flGssige Komponente 
des Reaktjonssy$tem$ auBerdem aus Weinsaure Durch den Einsatz dieser Wein- 
sSure wird die Abbindegeschwindigkeit des Zememes gesteuert. 



5 Ionomerzement gilt als gewebevertraglich und ist im biologischen MDieu daueihaft 
stabil. Er ist auBerdem plastisch formbar. Der fur die Zwecke der vorliegenden 
Erfindung verwendete Ionomerzement ist frei von Beimengungen in Form von 
Pigmented Farbstoffen oder Metallsalzen. Er ist auBerdem frei von monomeren, 
ungesattigten Carbons&uren, wie z. B, Acryl- und Maleins&ure und wird sterfi und 

io pyrogenfrei verwendet. 



O Unter den metallischen Tr&germaterialien ist vor alien Dingen Titan, auch in Form 

^ von Legierungen, zu nennen, Dabei wurde insbesondere eine Legjemng aus den 

=0 Komponenten Titan, Aluminium und Vanadin untersucht Die metallischen Trager 

f ; \ 15 kotmen in Form von PlSttchen, welche auBerdem Gitterstruktur aufweisen konnen, 
Q aber auch in Form von zylindrischen HohikOrpern mit Gitterstruktur eingesetzt 

werden. U 



Weitere metallische Tragermaterialien stehen in Form von Endoprothesen zur 
20 Verfugung, bet welchen durcb Bescbichtung und/oder Befullen rait dem Wirk- 
stofikomplex ein schnelleres und dauerhaftes Einwachsen der Endoprothesen im 
Organismus ermoglicht werden soil. 



Die Endoprothesen bilden daher eine besondere Form des erfindungsgemaBen Tra- 
25 gers. Durch ein beschleunigtes Einwachsen an der implantierten Stelle und gleich- 
zeitig ein yerbessertes Einwachsen desselben kann wiederum eine langere Haltbar- 
keit und grdBere sowie zeitliche fruhere Belastbarkeit der Endoprothese resultie- 
ren. {, 



30 Als nichtmetallisches Tr&germaterial ist vor alien Dingen Kohlenstoff zu nennen, 
der in Foxrn sogenannter "Carbonkafige" eingesetzt werden kann, welche zylindri- 
scbe Hohlkdrper bilden. Sowohl die Titan (Hohl) Korper als auch die Carbonkafige 



f 
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werden nut dem Wirkstofikomplex befullt, wAhrend die in PISttchen- Oder Granu- 
latfonn voriiegenden sonstigen Tr&germaterialien in der Kegel mit dem Wirk- 
stoffkomplex beschichtet werden. 

5 Die genanpten TitanhoMkdrper und Carbonk&fige konnen, wenn sie mit dem Wtrk- 

v 

stoSkomplex befullt worden sind, zur Herstellung, Wiederherstellung oder Stabili- 

i 

sierung von Wiibelkdrpera verwendet werden. Damit ergibt sich die einzigartige 

f: 

MOglichkeit, Defekte an Wtrbeln oder zerstdrte Wirbel der Wirbelsaule wiedertier- 

r* 

zustellen. Mit dem bisherigen Wirkstoffkomplex war dies deshalb nicbt moglich, 
10 weil dieser der mechanischen Belastung innerhalb der Wirbelsaule nicbt Stand ge- 
haften hatt'e. Die nun mit dem Wirkstoffkomplex befullten Hohlkorper oder Kafige 
schaffen die raechamsche Stabilh&t, ohne jedoch immunologische Gegenreaktionen 
oder eine yerschlechterte Wirksamkeit des Wirkstoffkomplexes nach sich zu zie- 



iJ3 ben. {| 

Ci 15 >: 

U AnBerdem|kann das erfindungsgemafle Mittel zur Behandlung von Osteoporose, 

11 j" 

l~ von Pseudoarthroses und Knochendefekteit, zur Auflullung grower Knochende- 

Si fekte und zur Einheilung von Endoprothesen verwendet werden 

|1 j Bej den Knochendefekten, die mit dem erfindungsgexnaBen Mittel erfblgreich be- 

P I 20 handelt wurden, gehdren z. B die Gehdrkndcbelchenkette, der Wiederaufbau der 

;0 Stunhohle, des Siebbeindaches und die Verwendung als Dentalimplaniat 



Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen naher erlfiutert. 

I 



L HersteOung des Wirkstoffkomplexes 



Im folgenden werden die wesentlichen Herstdiungsschritte des Wirkstofikomple- 

xes beschrieben: 

f 

30 R&hrenknochen von Kalbern, Schafen, Kaninchen oder Ratten wurden gesaubert 

und unter anderem vom Knochenmark befreit und dann eingefroren. Der gefrorene 

I?. 

Knochen wird auf eine PartikelgrdBe von weniger als 2 nun zerkleinert. Die zer- 

'iV 

y 
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kleinerten Knochenstucke wurden in Aceton entfettet und in 0.6 N SalzsSure eut- 
kalkt Danach wird lyophilisiert und man erhalt eine deraineralisierte Knochenma- 
trix, die in 4 molarer Guanidinium-HCl-Ldsung extrahiert wird. Die Extraktionsld- 
simg wirdjgegen Aqua dest. dialysiert und der Wirkstoffkomplex durch Abzentri- 

5 fugieren und Lyophilisieren iro Prizipitat erbalten 

I 

Diese grundsalzliche Herstellungsweise ist im nachfolgenden FluBdiagramm noch- 

i 

mals dargestellt 

\l 

10 Abb A: | FluBdiagramm zur Herstellung des WirtotoHkorapIexes 

Schlachtfiische Rohrenknochendiaphysen 

-i 
I 

; ' Mahlen auf PartikelgrOOe (< 2 mm) 

15 £ 



I 

Entfetten in Aceton 

l 

EntkalkeninO,6NHCI 

1 

20 f u Waschen und Lyophilisieren 



a! i 

a .t 

4= -|f 

3 y .« 



It 



I 

rte 

i 



Demineralisierte Knochenraatrix 



I Extraktion in 4 M GuHCI 



■ / 

v Ruckstand ftberstand 
S Diatyse gegen Aqua destQlata 

■i 1 

30 ]! Praziphat: enthfilt WtrkstoflQcompIex 
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IL Wirksamkeit des Wirkstoflkompieies ohne Verweadung von Tragerma- 
terialiea 

i i 

Urn zu zeijjen, daB der Wirkstoffkomplex als solches wirksara ist, wird zunachst 
5 em Versuch dargestellt, bei dem der Wirkstoflkomplex ohne weitere Tragennate- 
rialien implantiert wird. 

I . Fur den Versuch verwendete Tiere 

Es werden weibbche Kaninchen der Rasse Chinchilla mit einem mittleren Korper- 
10 gewicht von 3089 g verwendet Sie erhiehen Haltungsfutter fiir Kaninchen und nrit 
Salzsaure auf pH 4,5 angesiuertes doppelt ozoniertes Leitungswasser nach Bedarf. 

Die Here wurden durch Subcutaninjektion eines Gemisches von Ketamin und Xy- 
lazin narkotisiert 



2. Vorbereitunp eines Knochendefektes bei den Kaninchen 

Mit einem innen gekuhlten Bohrer wurde ein Implantatlager von 4 mm Durchmes- 
ser und cirka 9 mm Tiefe im Kniegelenk (distales Femurende) des Kaninchens pra- 
pariert Dann wurde das so gebildete Bohrloch jeweils mit 30 und 90 mg des Wirk- 
20 stofikomplexes gefiillt, der hergestellt worden war, wie unter I. beschrieben. Je- 
wells ein weiteres Bohrloch diente in Form eines "Leerloches" zur Kontrolle der 
I 

Knochenneubildung. 

t 

Figur 1 zeigt die Knochenneubildung im Leerloch und im Bohrloch nach Implanta- 
25 lion des ^lrkstofikomplexes sowie die Dichte der umgebenden praexistenten 
Spongiosa jeweils 28 Tage nach der Operation (n=2/Wirkstoff-Menge), 

Bei der Auswertung der Versuche wurde festgestellt, da/3 die Dicbte der die 
Bohrlocher umgebenden Spongio&a nach Implantation von 30 mg des Wirk- 
30 stofikomplptes urn 45 % und nach Implantation von 90 mg des Wirkstoffkomple- 
xes urn 69; % hOher lag als beim Leerloch Dabei hatte die Menge an priiexistenter 
Spongiosa keinerlei Einflufi auf die Regeneration im Defekt, da die Knochenneu- 
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Is 

bfldung nach der Insertion des Wirkstoflkompiexes nicht von der Bohrlochperiphe- 
rie ausging, sondern gleichmaBig liber den Defekt verteilt war. 



IIL Knochenbfldung im Unterkiefer von Schafen unter Verwendung von 
5 Tricalcinmphosphat (TCP) 

I 

ft 

1 . Fur die Versuche verwendete Tiere 

Far die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurden ausgewachsene Haus- 

schafe vonpder Vtehzentrale Siidwest AG Stuttgart verwendet Diese erhieJten Heu 

pi 

10 und Wasser als Eraahrung sowie drei Tage vor dem operatives Eingriff einen Brei 
aus Altrotrun-PeUets 

*y _ i' 



Die Tiere wurden mit 1 ml Xylazin/lml Ketanest i. m. pramedizierL Dann wurden 

M 

die Schafe mit Nembutal narkotisiert. 



2. Votbereitung des Implantats 

i 

TCP wurde in einer Losung von 100 mg gelbstem Wirkstoffkomplex mit 10 ml 

Wasser suspendiert und unter st&ndigem Ruhren mit flussigem Stickstoff tiefgefro- 

I 

ren. Nacn' 24-stundigem Lyophilisieren und anschlieBender Gassterilisation 

if 4 

20 (Etbylenoxid) wurde das so mit dem WirkstoSkomplex dotierte TCP in den nach- 

i 

folgend beschriebenen Unterkiefer-Defekt eines Schafes eingebracht AuJJerdem 
wurde einqweiterer Unterkiefer-Defekt, der aJs Vergleich diente, mit undotiertem, 
un Autoclaven sterilisiertem TCP gefiillr 

i 

25 3. Voibereitunp des Unterkiefer-Pefektes beim Schaf 

In einem eintsprechend vorbereiteten Unterkiefer eines Schafes wurde unter Kuh- 

lung mit physiologischer Kochsatzldsung mittels eines Trepanbohrers von S mm 

•A 

Durchmesswer jeweils ein normierter Knochenzylinder herausgefriBt und entferot 
Dann wurde eines der so gebildeten Bohrldcher mit TCP, das gem&fi der Ver- 
30 suchsvorschrift 1. mit dem Wirkstoffkomplex dotiert worden war, befullt und das 
zweite Bofirloch mit undotiertem TCP aufgefullt. 
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Die Ergebnisse des Knochenwachstums in den Unterkieferdefekten and in Fig. 2 



zur Erleichlerung der Ubersicht grafiscfa dargestellt. Die Versucbsdauer betrug 26 



bzw. 41 Tage. 



5 Es zeigte sich, dafl durch die Dotierung von TCP mit dem Wirkstoffkomplex eine 
Beschleumgung der kndchenien Regeneration des Unterkieferdefektes der bedden 
Scbafe Nr. 811 und 86 in der Anfangsphase von etwa 100 % erreicht wurde. Nach 

41 Tagen betrug die Steigerung der Beschleunigung der knftchernen Regeneration 

if 

imzner noch 10 %. Die Knochenheilung verl&uft daher besonders am Beginn deut* 

I 

10 lich schneller als ohne die osteoproduktive Wirkung der mit dem Wirkstofikomplex 

4. 

dotierten lmplantate 

E3 Diese Erk^hntois ist insbesondere fur die Beschichtung von Endoprothesen mit 

pj dem Wirkstofikomplex von Bedeutung. Eine mit dem Wirkstofikomplex be- 

Ik ! l! 

schichtete Endoprothese, beispielsweise im Fall eines Oberschenkelhals-Bruches, 

y \ it 

15 ennogUcht-entsprechend ein schnelleres Einwachsen der Prothese und daunt eine 
schnellere Regeneration und Rekonvales2enz des jeweiligen Patienten. Dadurch 
wird die Dauer des Krankenhausaufenthattes verkOrzt. 

! 



IV. Versuche mit Collageaea als Trigermaterialien 



1 



Der bereits* bekannte, writer oben eriSuterte Wirkstoffkomplex kann zur Behand- 
Iung der Qsteoporose, von Pseudoarthroses der Einheilung von Endoprothesen 

und zur Aiiffikllung groBer Knochendefekte verwendet werden. Bei der Hersteltung 

I 

des Wirkstoflkomplexes ist der mengenmafiige Ertrag in dem erforderlichen Rein- 

% 

25 heitsgrad sehr gering. Daher wurde untersucht, ob es Tragermaterialien gibt, die 

A 

mit dem Wirkstofikomplex kombiniert werden konnen, urn so die Menge des fur 
die jeweOige Ziclsetzung benotigten Wkkstoffkoroplexes reduzieren zu konnen, 

i 

ohne dadurch seine knochenbildende Wirksamkeit zu verringern. 

i 

<\ 

it 



1^:50 . I?R UIUESTEKLD PPTENTPNUPELT I N 0801 20246369 IS NR. 



PPTENTPNUPELT IN 00012024636^^ 



12 

* 13 



1. Wirkstofaomplex 

Der Sir die Zwecke der nachfolgend beschricbenen Versuche verwendete Wirk- 

_ ? 

stotfkomplex wurde genauso hergestellt wie unter I. beschrieben. wobei Rohren- 
knochen vdn Kilbern verwendet wurden. 

2. Vereuctistiere 

Es wurden mSnnliche Wistairatten cines Gewichtes zwischen 350 und 400 g ver- 
wendet urii in einem klimatisierten Tierstall bei 23° C und etwa 50 % relativer 
Luftfeuchtigkeit gehalten ErnJhrt wurden sie mh einer HaltungsdiSt fur Ratten 
und Mauser 



Jedem untersuchtem Tier wurden zwei Implantate desselben TrSgermaterials in die 

?! 

Bauchmuskulatur eingebracht, von denen eins mit dem Wirkstoffkomplex be- 

'v 

scWclitet Tvar, wihrend das andere als Vergleichsimplantat unbeschicbtet blieb. Die 

Tiere wurden nach 21 Taget) getdtet und die betreffenden Areale der Implantate in 

I 

der Bauchmuskulatur explantiert und histologisch ausgewertet. 

I 

3 , Verwendete Tragermaterialien 

f 

Fur diese Versuche wurden Collagenmateri alien eingesetzt, die aEe kauflich zu 

tj 

erweiben sind. Collagen A war ein reines, steriles, natives, reso r b i erb a res Rinder- 
hautcollageh, das frei ist von jeglichen Fremdzus&tzen, wie Stabllisatoren oder 
Desinfmeniien, 

Collagen ^ w «" ein gereiaigtes, lyophilisiertes, leicht querveraetztes steriles und 
nicht pyrogenes Rinderhaut collagen mit schwachen antigenen Eigenscfcaften. Die 
helikale Struktur des Collagens blieb erhalten 

Collagen C bestand aus reinen. nativen und resorbierbaren Rindercoliagenfibrillen. 

Alle verwendeten Collagene lagen in VlieBform vor. Es wurden CollagenvtiesstOk- 
ke von je SOmg abgeschnitten und je 1 ml der Wirkstoffkomplex-Lfisung (3mg/ral) 
zugegeben.|Bei den Kontrolliraplantaten wurde stattdessen 1 ml destillierten Was- 
ser zugegeben Die so behandetten Collagenvliesstucke wurden bet -20° C einge- 
froren, lyophilisiert und ergaben Implantate mit einem Durchmesser von etwa 10 
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mm und eSher Dicke von etwa 5 mm Fig. 3 zeigt die Ergebnisse der Knochenbil- 
dung der ^ollageoimplantate A, B und C in mit und ohne Beschichtang wit dem 
WirkstoflEKomplex (Cyclosporin A) immunsupprimierten Tieren als audi nicht im- 

munsuppmnierten Tieren nach 21 Tagen. Dabei entspricht die Bewertungszahl 

I 

5 (BZ) demprithmetischen Mittel der Bewertungszahlen von drei unabhangigen Per- 
sonen bei sechs Implantaten jeder Gruppe. 

I 

Mit dem Wirkstoflkomplex beschichtetes Collagen A zeigte nach dieser Zeh bet 
immunsupprimierten Tieren einen knochenbildenden Effekt, w&hrend dieser bei 
10 Collagen B nicht nacbgewiesen werden konnte. Demgegenuber zeigte jedocb Col- 
lagen C dnen sehr ausgepragten knochenbildenden Effekt 

IV. Prufong von TrigcrmateriaJien auf ihre Biokompatibilftat 

I 

15 In Versuchen, die die Verbesserung der Langzeit stability von Endoprothesen be* 
trafen, wurden Titanplattchen mit unterschiedlicher RauhigkeH (100, 20 und 0,5 
urn), eine JiAUV^Legierung (0,5 |im) und Al 2 0 3 Tlttttchen der Firma Friedrichsfeld 
p sowie Hy^p^lapath-Piattchen von der Feldmiihle AG eingesetzt 

Die Besdnchtungen mit dem Wirkstoflkomplex, welcher nach dem weiter oben 
20 angegebenen allgemeinen Verfahrensschema hergesteUt worden war, wurden durch 
das Beschiphtungsvexfahren "Dip-coating" aufgebracht Unter "Dip-costing" wird 
ein Beschichtungsverfahren verstanden, bei dem der zu beschichtende Gegenstand, 
hier die Plattchen, in eine Ldsung mit einer gewOnschten, vorgegebenen Konzen* 

tration des Beschicbtungsmittels, hier des Wirkstoffkomplexes, getaucht wird. An- 

If 

25 schlieBend jwird lyophilisiert. Es werden dUnne Ub erzugs schi cht en bzw. Beschich- 
tungen erh^ilten. Die Prtfung der angegebenen Materialien auf ihre Biokompatibi- 
litat wurde>insbesonderc in Bezug auf die Rauhigkeit der Oberflachen durchgefiihrt 
(n-20; je vijar Plattchen) 

i 
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Tnigermaierial 

1 


Anzahl lebender 
Zellen/cm 2 


Anzahl toter Zellen/cm z 


Hydroxylapatit 

|0,2-0.5um 


1792 + 700 


200+ 37 


| 20 um 


7469 ± 2614 


2238 + 715 


$ 50um 


4477 ± 408 


1692±427 


|Osprovit 
(Feldmuhle) 


7930 ± 2007 


1638 ±377 


Titan -f 0,5 um 


11377 + 2538 


1054 + 308 


• 20 um 

if 


9600 + 3038 


1754 + 439 


100 um 


2308 + 669 


2085 + 623 


TiAfcV* ;| 0,5 um 


7200+1062 


2800 + 954 


AkQj Ireanst, poliert 

x 


1 1446 ± 1500 


2292 + 600 



Bei dieser BiokompaktibUiUtsprufurig der untersuchten Materialien zeigte ach, 
daB Titan aufgrund der hdchsten Anzahl lebender ZeUen sowie den best en Verhalt- 
nis lebender : toter ZeUen als Tr&germaterial sehr geeignet ist WShrend Hydroxy- 
lapatit ein ahnlich gutes Ergebnis lieferte schnitt TiAkV* erheblich schlecbter ab. 

i 

Generell zeigte sich in Bezug auf die Oberfl&chenrauhigketten, daB die glattesten 
Oberflflchen (0,2 - 0,5 \im), mit Ausnabme von TiAl$V 4> die besten Resultate lie- 
ferten. Mhj^Zunahme der Rauhngkeh sinken sowohl die Anzahl lebender ZeUen als 
auch das Verhahnis lebender ; toter ZeUen. 



Die Ergebirisse dieser Versuche konnten nun auf die Beschichtung von Endopro- 
thesen mit dem Wirkstofikomplex, aber auch auf die Beschichtung formstabiler 
Kafige tibeitragen werden. 

i 

Vor dexn Einsetzen der jeweiligen Endoprothesen wurden diese nach dem Verfah- 

f 

ren das "pip-coatings ' rait dem Wirkstoflkoraplex beschichtet und zusatzlicfa wur- 
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de der Wiricstoffkomplex in die inneren Hohlraume des jeweiligen Prothesenschaf- 
tes, die Aiistritte an die Schaftobeiflache haben, eingefthrt Dadurch ergibt sich fur 
zukunftige|m6gliche Lockerungen der Endoprothesen der Vorteil, dafi nacbtraglich 
der Wirkstoflkomplex ofane einen grbBeren Eingrifif aufgebracht werden kann und 
dort zu einer Knochenbildung und damit Verfestigung der Endoprothese fuhrt. 

Das die Beschichtung tnit dem Wirkstoflkoraplex zu hdheren BelastungsmSglich- 
keiten, im fVergleich zu nicht beschicbteten OberQachen fthrt, zeigt TabeUe 2 am 
Beispiel vpn Hydroxylapatit (HA). Dabei wurden die Zugfestigkehen an der 
Grenzfl&che verschiedener Implantatmaterialien in N/mm 2 ± Standardabweichung 
bestimmt, AJs Material wurde mitt els heiB isostatischem Pressen (HIP) hergestell- 
ter Hydroxylapatit gegenuber zus&tzljch mit dem Wirkstoflkomplex beschichtetem 
Hydroxylapatit bestiitunt Das Implantatmaterial wurde in das distale Kaninchen- 
femur implantiert und nach 84 Tagen untersucht. Die dabei aufgefundenen Zugfe- 
stigkeiten sind in der nachfolgenden TabeUe angegeben. 



Tabene 2 



Material ^ 


RT bun) 


Tage 


n 


Zugfestigkeit 


HA HIP ?J 

\< 


0,5 


84 


10 


1,53 ±0,24 


HAHIPWK 

<* 


0,5 


84 


6 


2,27 ±0,31 



us Anzahl der Implantate 

& 

WK= Beschichtung mit dem Wirkstoflkoraplex 

HEP* 3 heiB isostaiisches Pressen 

|. 

RT^ Oberfl5chcnrauhigkEit 

ft 

f 

V. Titankdrpcr und Carbonkifige 



Nachdera die unter IV* dargestellten Untersuchungen die grundaStzliche Biokom- 
patibilhat des Titans nachwiesen, ergab sich eine besondere Anwendungsm&ghch- 
keit des WirkstoflBcomplexes in formstabilen Kafigen aus Titan zur Verblockuog 
von Wirbelkarpeni. AuBerdem zeigt en sich bierfiir auch Kohlenstoflkafige, sage- 



ly 
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namtte "carton cages" als geeignet. Eine Verblockung von Wiibelk&rpern ist hau- 

fig erfbrderlich, wenn durch degenerative Prozesse an den Bandscheiben, Tumoren 

Hi 

oder Metastasen in den Wirbelkftrpern der WirbelsSule oder auch durch Osteo- 
porose die^Tragfahigkeit der Wirbebiule beeintrichtigt ist, so daB entweder Wir- 

5 belfrafctureri oder Nervenl&sionen drohen. In diesen F Allen ist es erforderiich, die 
Kontinuitat der Wirbelsaule uber ein mechanisch stabiles Implantat, wie den Titan- 
kdrper Oder KohlenstofEkafig zu sichern. Die erforderliche kn&cherne Uberbruk- 
kung konnte bislang nur durch in einem Zweiteingriff gewonnene autologe Spon- 
giosa versucht werden, was eine Reihe von Problemen beinhahet, wie z. B. den 

10 ZweiteiiigriflF und das damit verbundene Operationsrisiko, die begrenzte Menge an 
gewinnbarer Spongiosa Komplikationen an der Etttnahmestelle, -wie Infektionen 
oder chroriische Schmerzzustande, 



'42 



Durch die Befullung der Titankdrper oder Kohlenstoflf-Kifige mit dem Wirk- 
15 stoffkomplex konnte in kurzer Zeit eine kndcherne Oberbruckung gesichert wer- 
den, ohne autologe Spongiosa zu benOtigea Dabei sind sowohl der TitankOrper als 
auch der Carbon-Kafig als Hohlkdrper mit Gitterstruktur aufgebaut Diese Gitter- 
struktur erlaubt tine rasche Vaskularisierung auch ixn Inneren der fonnstabilen 
Komponente, so dafl der Wirkstofikomplex seine Aktivitat entfalten karm und die 
20 Knochenbildung uber das gesamte erforderliche Volumen eintritt, ohne das mecha- 
nische Krafte die Form des neugebildeten Knocben beeintr&chtigen. Neben der 

Verwendung im Bereich der Wirbelkdrper kann ein solcher THankfrper oder 

■P. 

Kohlenstoff-K&fig auch an beliebigen anderen Implantationsorten verwendet wer- 
den, wie z & im Kiefer und an Rohrenknochen. 



Ein mit dem Wirkstofikomplex befilllter TitankOrper ist in Fig. 4 dargestellt. 



4- 
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Patentanspriiche 

'I 

5 1. MxtteL fur die zumindest teilweise Herstellung oder WiederhersteLtung von 
biologischen Teilen, insbesondere von Organen fiir Lebewesen, bed dero ein 
Trager mit einem WirkstoSkomplex besduchtet ist oder einen 
Wirkstoffitoraplex aufweist und dieser Wirkstoffkomplex die folgenden, 
voneinander unterschiedlichen und auf das jeweils herzustellende biologische 

10 Teil spezifisch abgestimmten Komponenten in Form mmdestens einer 

if 

Strakturkomponetrte auf der Basis von auf die Zellen des jeweils 
O herzustellenden biologischen Teiis spezifisch abgestimmtem extrazellularem 

Material, roindestens einer Reknrtierungskomponciite, mmdestens einer 



Adhasionskomponente und mindestens einer Wachstums- und/oder 
15 Maturationskomponente, aufweist. 

I 

2. Mhtel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager aus 
polymeren^ kenunischen, metallischen oder nichtmetallischen Tragenna- 



terialien besteht 



Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die polymeren oder 

fc 

keramischen Trggermaterialien ausgewahlt sind aus Hydroxylapatit-, 
Calciumpho sphat-, Aluminiumoxid- und Polylaktatmaterialien sowie 
Ionomerzement 



4. Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das metallische 
Tragennaterial ausgewahlt ist aus Titan oder einer Titan-Legserung. 

; <: 
>.\'\ 
■h 

5. Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das nichtmetaUische 
30 Tragennaterial ausgewahlt ist aus Kohlenstoff 

i. 
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6. Ven^endung des Mittels gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5 zur Her- 
stellung, Wiederherstellung oder Stabilisierung von WirbelkOrpenL 

7. Verwendung des Mittels gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5 zur BehaacDung 

; r 

von Osteoporose, von Pseudoarthrosen und Knochendefekten, zur Auf- 
fuUung groBer Knochendefekte und zur Etnheilung von Endoprotheseu. 

\ 



I 
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Znsammeiifassung 

S Die Erfindung betrifft ein Mittel ftir die zumindest teilweise Herstellung oder 
Wiederherstellung von biologischen Teilen, insbesondere von Organen ftir 
Lebewesetu bei dem ein TrSger mit einem Wirkstoflkomplex besctrichtet ist oder 
einen Wirkstoffkomplex aufweist und dieser Wirkstoffkomplex die folgenden, 
voneinander unterschiedlichen und auf das jeweils herzustellende biologische Teil 
10 spezifisch abgestimmten Komponenten in Form mindestens einer 
Strukturkomponente auf dcr Basis von auf die ZeUen des jeweils herzustellenden 

biologischen Teils spezifisch abgestimmtem extrazellularem Material, mindestens 

% 

einer Rekrutierungskomponente, mindestens einer Adhasionskomponente und 
mindestens einer Wachstums- und/oder Maturationskomponente, aufweist. 



Q Das erfindungsgemaRe Mittel kann zur Herstellung, Wiederherstellung oder 

Stabflisierung von Wirbelkdrpera, zur Behandlung von Osteoporose, von Pseudo* 
arthrosen und Knochendefekten, zur AufiUUung groBer Knochendefekte und zur 
Einheilung von Endoprothesen verwendet werden. 



